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(57) Abstract 

The invention relates to a method for detecting the periodic movement of a microscopic object by producing an enlarged image 
of the object and detecting a partial area of the object with a detecting means. Said detecting means produces a detection signal, the 
time dependence of which is characteristic of the time dependence of the movement of the object. The detection signal is digital ized and 
subjected to a Fourier and/or correlation analysis. 



BNSOOCIO. <WO 9829732A1 J_> 




(57) Zusammcnfassung 

Die pcriodische Bewegung eines mikroskopisch kleinen Objekts wird erfaBt. indem cine vergroSerte Abbildung des Objekts erzeugt und 
mit cinem Dctcktormittel ein Teilbereich des Objekts erfaBt wird. Das Derektormittel stellt ein Dctektorsignal bere.it, dessen Zeitabhangigkeit 
charaktcristisch fur die Zeitabhangigkeit der Objektbewegung Lst. Das Dctektorsignal wird digitaiisiert und eincr Fourier- und/oder 
Korrelations-Analyse unterzogen. 
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Verfahren unci Vorrichtunq zur Bewegungserf assung 
an mikroskopischen Objekten 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur 
automatischen Bewegungserf assung an mikroskopisch kleinen 
Teilchen, insbesondere zur Messung der Geschwindigkeit von 
Rotationen oder zumindest teilweise periodischen transversalen 
Bewegungen derartiger Teilchen, wie z.B. zur Messung von 
Rotations- und Oszillat lonsbewegungen biologischer Zellen oder 
biologischer Zellbestandteile in wassrigen Suspensionen . 

Zur Charakterisierung von Mikroob j ekten (wie z.B. Latex- 
partikel, lebende Zellen usw.), die in Fliissigkeit suspendiert 
sind, werden charakterist ische Ob j ektbewegungen verwendet, die 
uber elektrische Rotations- und Wechself elder induziert werden 
(Ubersicht in U. Zimmermann et al . "Electro-manipulation of 
Cells" CRC Press Inc., 1996). Die Ob j ektbewegung kann bei- 
spielsweise eine Rotation oder eine Oszillation auf einer 
geradlinigen oder gekrummten Bewegungsbahn sein. Aus den 
Bewegungseigenschaften (z.B. Geschwindigkeit, Auslenkung aus 
einer Gleichgewichtslage) kann auf passive elektrische Eigen- 
schaften der bewegten Objekte geschlossen werden. Charak- 
teristische Oszillat ionsgeschwindigkeiten der Objekte liegen 
im Bereich von 100 Umdrehungen (oder Schwingungen) pro Sekunde 
bis zu 1 Umdrehung (oder Schwingung) pro Minute, typischerweise 
unterhalb von 1 Umdrehung oder Schwingung pro Sekunde. 

Die Objektrotation verhalt sich proportional zum Imaginarteil 
des Clausius-Mosotti-Faktors , wahrend die oszillatorische 
Bewegung in einem inhomogenen Wechselfeld dem Realteil dieses 
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Faktors entspricht (s. T.B. Johns "Elektromechanics of 
Particles", Cambridge University Press, Cambridge, 1995). 

Die Erfassung passiver elektrischer Eigenschaf ten biologischer 
Ob^ekte hat sich in der Biologie und Medizin als hochauf- 
losendes Untersuchungsverf ahren erwiesen, das mit Impedanz- 
messungen vergleichbar ist . Nachteilig ist jedoch, daS die 
Rotation oder transversale Bewegung eines Objektes bislang 
entweder durch visuelle Beobachtung oder durch aufwendige 
technische Verfahren bestimmt werden niufi. Ferner ist es bis- 
lang unmoglich, sowohl den Imaginar- als auch den Realteil 
des Clausius-Mosotti-Faktors an einzelnen Mikroobj ekten auto- 
matisch zu erfassen. Dies ware jedoch insbesondere bei 
kompliziert aufgebauten Obj ekten von Bedeutung, da die Real- 
und Imaginar-Teile mit der Kramers -Kronig-Beziehung in- 
einander iiberfuhrbar sind, so daS eine Kontrolle der MeJSwerte 
bzw. der verwendeten Modelle moglich ware. Bin weiterer Nach- 
teil ist, das mit der direkten (visuellen) Beobachtung nur 
relativ langsame Bewegungen genugend genau meSbar sind 
(langsamer als 1 Umdrehung pro Sekunde) . 

Automatische Rotationsmessungen sind z. B. aus DE-OS 33 25 843 
oder DD-WP 281 223 (1986) bekannt . Bei dieser Messung werden 
elektrische Wechself elder zur Induzierung unterschiedlicher 
Drehrichtungen appliziert. Die Anschaltzeiten werden so lange 
variiert, bis das Objekt still steht. Diese Methode ist wegen 
des Steuer- und Zeitauf wandes und wegen der Notwendigkeit 
nachteilig, dafi der Ob j ektstillstand durch visuelle Beobachtung 
bestimmt werden muSte. 

Es ist ferner allgemein bekannt, die Bewegung komplex struk- 
turierter Objekte mit Bildverarbeitungssystemen zu erfassen. 
Mikroskopische Objektbilder werden in zeitlicher Folge auf- 
genommen, gespeichert und iiber eine Raum-Transf ormation einer 
Vielzahl von Bildpunkten zur Bewegungskonstruktion 
bearbeitet. Dies ist nachteilig, da eine hohe Inf ormations- 
dichte zu verarbeiten ist, was die Rechnerverarbei tung lang- 
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wierig und aufwendig gestaltet . Zusatzliche Probleme treten 
bei Veranderungen der Ob j ekt st ruktur wahrend der Messung auf, 
falls sich z.B. die Fokusebene verlagert oder falls die 
Objekte einen schwachen Kontrast besitzen. 

Von J. Gimsa et al . ("Electro-rotation of Particles by Dynamic 
Light Scattering - A new dielectric spectroscopy technique", 
Colloids and Surfaces A: Band 98, S. 423 f f . , 1995) wird eine 
automatische Bewegungsmessung unter Verwendung der dynamischen 
Lichtstreuung beschrieben. Dieses Verfahren ist jedoch in 
seiner Anwendbarkei t beschrankt, da es nicht an einzelnen 
Objekten einsetzbar ist, sondern lediglich Mittelwerte fiber 
eine Vielzahl von Partikeln liefert, die sich in einem MeE- 
strahl befinden. In der Regel handelt es sich dabei mindestens 
um 100 Partikel. 

Die Aufgabe der Erfindung ist es, ein verbessertes Verfahren 
zur Bewegungserf assung an mikroskopisch kleinen Objekten 
anzugeben, mit dem insbesondere eine schnelle und automat isier- 
bare Bewegungsmessung selbst an einzelnen Teilchen ermoglicht 
wird und das einen erweiterten Anwendungsbereich besitzt. Mit 
dem Verfahren sollen beliebige periodische Bewegungen, insbe- 
sondere sowohl Rotations- als auch Oszillat ionsbewegungen 
erfaSt werden. Aufgabe der Erfindung ist es ferner, eine 
Vorrichtung zur Implement ierung des Verfahrens anzugeben. 

Die Aufgabe der Erfindung wird durch ein Verfahren und eine 
Vorrichtung mit den Merkmalen entsprechen den Patent - 
spruchen 1 bzw. 12 gelost. Vorteilhafte Ausf uhrungsf or men der 
Erfindung ergeben sich aus den abhangigen Ansprfichen . 

Die Erfindung beruht auf der Idee, mit mindestens einem 
Detektormittel eine Abbildung des zu untersuchenden, bewegten 
Objekts zu erfassen, ein Detektorsignal des Detektormi ttels fiber 
mehrere Ob j ektdrehungen oder -oszillat ionen aufzunehmen und 
einer Fourier- und/oder Korrelations- Analyse zu unterziehen. 
Mit dem Detektormittel wird vorzugsweise ein Teil des Objekt- 
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bildes erfafit:. Die Fourier- und Korrelations -Analyse erfolgt 
nach an sich bekannten, herkommlichen Algorithmen und wird 
daher hier in. einzelnen nicht beschrieben. Die Analyse liefert 
die Frequenz der Ob j ektrotat ion oder -oszillation und ganz- 
zahlige Vielfache von dieser. Aus der Amplitude und Frequenz 
der Analysensignale kann auf die tatsachliche Partikelbewegung 
riickgeschlossen werden . 

Werden zwei oder mehrere Detektormittel zur Teilbilderf assung 
verwendet, so kann aus der Phasenverschiebung der Korrelations - 
signale die Bewegungsrichtung (der Rotation oder Translation) 
erfafit werden. Der Einsatz mehrerer Detektormittel ist jedoch 
nicht zwingend erf orderlich . Vielmehr ist es auch moglich, die 
Objektbewegung mit einem einzelnen Detektormittel zu erfassen. 

Eine erfindungsgemafie Vorrichtung umfafit Abbildungsmittel 
zur Erzeugung eines vergrofierten Ob j ektbildes , mindestens ein 
Detektormittel, das dazu eingerichtet ist, einen Teilbereich 
des Objektbildes zu erfassen, und Signalbearbeitungs- und 
Rechenmittel. Die Abbildungsmittel sind vorzugsweise in den 
Strahlengang eines Mikroskops integriert oder werden durch ein 
mit einem Mikroskop gekoppeltes Anzeigemittel gebildet. 

Die erfindungsgemaSe Bewegungserf assung besitzt den Vorteil, 
daS eine relativ geringe Anzahl serieller MeSwerte erf aSt , 
gespeichert und verarbeitet wird. Eine Muster- oder Bild- ' 
erkennung ist nicht erf orderlich, so dafi die zu verarbeitende 
Informationsdichte stark reduziert ist. Aufgrund der geringen 
Datenmengen lassen sich die Fourier- und Korrelations-Analysen 
schnell und mit hoher Genauigkeit ausfuhren. Die Objekt- 
bewegung kann in Echtzeit erfafit werden. Mit der Erfindung 
konnen die bisherigen Beobachtungsgrenzen uberwunden werden. 
So ist erfindungsgemafi die Erfassung von bisher nicht auflos- 
baren Partikelbewegungen mit Frequenzen unterhalb von 2 Schwin- 
gungen pro Sekunde erfafibar. 
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Die erfindungsgemafie Bewegungserf assung ist leicht automati- 
sierbar. Es lassen sich ohne weiteres einzelne Objekte oder 
simultan eine Vielzahl von Objekten beobachten. 

Eine bevorzugte Verwendung der Erfindung ist die Ermittlung 
passiver elektrischer Eigenschaf ten biologischer Objekte, die 
in einem Feldkafig mittels negativer Dielektrophorese ange- 
ordnet und durch Anlegen rotierender elektrischer oder sich 
periodisch andernder Wechself elder in einem schwebenden 
Zustand in die jeweilige Bewegung versetzt werden. 

Ein besonderer Vorteil der Erfindung besteht darin, da£ die 
Erfassung der Bewegung mikroskopisch vergroSerter Partikel 
ermoglicht wird, die im Unterschied etwa zur Erfassung der 
Bewegung makroskopischer Werkstucke wesentlich empf indlicher 
auf Umgebungsstorungen (thermische Bewegung, Losungsmittel - 
stromungen) reagieren konnen als ein eingespanntes Werkstiick. 
Mit der Erfindung wird erstmalig die Anwendung von Fourier- 
Analyse- oder Korrelations-Techniken an Mikroob j ekten 
realisiert . 

Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erfindung werden im 
folgenden in Bezug auf die beigefugten Zeichnungen beschrieben. 
Es zeigen: 

Fig. 1: eine Blockdars tellung einer Ausf iihrungsf orm einer 
erfindungsgemaSen MeSanordnung ; 

Fig. 2: Beispiele mikroskopischer Abbildungen von biologischen 
Zellen; 

Fig. 3: Kurvendarstellungen der Signalverlauf e bei der 
erf indungsgemaSen Erfassung der Rotation eines 
synthet ischen Obj ekts ; 
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Fig. 4: Kurvendarstellungen der Signalverlauf e bei der 
erf indungsgemafcen Erfassung der Rotation eines 
Lymphozyten; 

Fig. 5: Kurvendarstellung der Signalverlauf e bei der 

erfindungsgemaSen Erfassung der Rotation eines 
Pollenkornes ; 

Fig. 6: eine Kurvendarstellung zur Illustration von Vorteil 
der erfindungsgemaSen Bewegungserf assung ; und 



en 



Fig. 7: weitere Kurvendarstellungen der Signalverlauf e bei der 
erfindungsgemaSen Erfassung der Rotation eines 
synthetischen Objekts. 

Im folgenden wird die Erfindung am Beispiel der Rotations - 
messung an synthetischen oder biologischen Objekten, die mit 
einer Mikroelektrodenanordnung manipuliert und mit einem 
Lichtmikroskop beobachtet werden, beispielhaft beschrieben. 
Die Erfindung ist jedoch in gleicher Weise bei der Erfassung 
von periodischen Translationsbewegungen auf geraden oder 
gekrummten Teilchenbahnen oder von periodischen Schwenk- 
bewegungen (Drehung mit Richtungsumkehr ) einsetzbar. Aufierdem 
ist die Realisierung der Erfindung nicht an die Kombination 
mit Mikroelektrodenanordnungen und Mikroskopbeobachtungen 
gebunden, sondern allgemein bei der Bewegungserf assung 
beliebiger Objekte anwendbar. 

Eine erfindungsgemaSe Vorrichtung enthalt entsprechend der 
schematischen Ubersicht gemaS Fig. i eine Elektrodenanordnung 
12 zur Bildung eines Mikrof eldkaf igs , in dem ein mikroskopisch 
kleines Objekt 11 (Grofie ungefahr 500 M m oder geringer) in 
eine periodische Bewegung (Rotation oder transversale Oszil- 
lation) versetzt wird. Die Abbildungsmittel umfassen beim 
dargestellten Beispiel ein Lichtmikroskop 13 mit einer 
elektronischen Bilderf assung (Videokamera 14), gegebenenf alls 
einem simultan betriebenen Videorecorder 15, einem Videosignal- 
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konverter 16 und einem Anzeigemit tel (z.B. Bildschirm oder 
Monitor 17) . Mit dieser Anordnung ist ein Abbild des beob- 
achteten Objekts 11 (z.B. biologische Zelle, synthet ischer 
Partikel) zum Beispiel in Auflicht- oder Durchlichtdarstellung 
auf dem Monitor 17 darstellbar. Der Videosignalkonverter 16 
kann eine Schaitungsanordnung zur Bildbearbeitung, zum Beispiel 
fur eine Falschf arbendarstellung oder eine Kont rasterhohung 
enthalten . 

Die Abbildungsmittel (13-17) konnen ersatzweise durch eine 
Anordnung zur vergro£erten Abbildung des Objekts auf einen 
Bereich gebildet werden, in dem sich das oder die Detektor- 
mittel befinden. Das Objekt kann beispielsweise mit einer 
geeigneten Optik ganz oder teilweise direkt auf das Detektor- 
mittel (z.B. eine CCD-Matrix oder Zelle) abgebildet werden. 
Es ist auch moglich, einen CCD-Detektor im Strahlengang eines 
Mikroskops anzuordnen und einen Teil des mikroskopischen 
Bildes auf den Detektor zu projizieren. 

Zur Realisierung der Erfindung ist es erf orderlich , dafi das 
Detektormittel zur Aufnahme eines Lichtsignals eingerichtet 
ist, das sich entsprechend der periodischen Ob j ektbewegung 
verandert . Wegen der in der Regel integrierenden Wirkung von 
Photodetektoren wird daher vorzugsweise nicht das Gesamtbild 
des Objektes, sondern nur ein Teilbereich von diesem aufge- 
nommen. Der Teilbereich ist vorzugsweise wesentlich kleiner 
als 50% der abgebildeten Obj ekt f lache . Es ist jedoch in 
speziellen Fallen auch moglich, das Gesamtbild des Objektes zu 
erfassen, falls sich dieses mit der periodischen Bewegung 
selbst periodisch andert . Dies ist beispielsweise der Fall, 
wenn bei einer translatorischen Oszillation nur ein Teil der 
Bewegungsbahn beleuchtet oder bei besonderen Objektformen und 
geeigneter Beleuchtungsrichtung wahrend der Rotation eine 
periodische Ref lekt ivitat sanderung des Objekts stattfindet. 
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Um die allgemein am breitesten anwendbare und bevorzugte 
Ausfiihrungsform der Aufnahme nur eines Teilbereiches des 
bewegten Objektes mit Detektormitteln zu realisieren, wird das 
MaiS der BildvergroGerung an die GroSe des beobachteten 
Objektes und die GroSe der lichtempf indlichen Flache des 
Detektormittels angepaSt. Daher mug der Abb i 1 dung smaSs tab 
nicht unbedingt ein visuell gut beobachtbares Abbild ergeben . 
Dies ist insbesondere zur Implement ierung der Erfindung in 
automatisierten Systemen von Bedeutung. 

Die erf indungsgemaSe Vorrichtung enthalt gema£ Fig. l ferner 
Detektormittel zur Aufnahme eines Teilbereiches des abgebildeten 
Objekts. Das Detektormittel umfaEt mindestens ein Photoelement 
18 (Photowiderstand, Photodiode, Phototransistor , CCD-Detektor 
oder ahnliches) , das unmittelbar auf der Bildschirmf lache des 
Monitors 17 angebracht ist. Das oder die Photoelemente werden 
einfach auf dem Bildschirm mit geeigneten Haftmitteln befestigt. 
Es ist moglich, nur ein Photoelement zur Erfassung eines 
Teilbereiches des beobachteten Objekts anzubringen. Alternativ 
ist es moglich, mit Abstand von dem ersten Photoelement ein 
zweites Photoelement zur Erfassung eines Teilbereiches des 
Objekts anzubringen, um eine Information uber die Bewegungs- 
richtung des Objektes zu erhalten (s. unten) . SchlieElich ist 
es zur Erhohung des Signal -Rausch-Abstandes moglich, zusatz- 
lich ein weiteres Photoelement zur Aufnahme des Bildhinter- 
grundes vorzusehen, wodurch das Hintergrundrauschen bei der 
Signalverarbeitung beriicksichtigt werden kann. 

Das Signal des Detektormittels wird mit einem Signalkonverter 
19 entsprechend einer MeSfrequenz digitalisiert und uber eine 
Schnittstelle 110 einem Steuerrechner 111 zugef iihrt . Der 
Steuerrechner ill ist insbesondere zur Realisierung der 
Standardprozeduren der Bildung der Fourier-Transf ormierten 
und/oder der Autokorrelat ionsf unktion eingerichtet . 
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Urn die passiven elektrischen Eigenschaf ten biologischer Objekte 
durch Aufnahme vollstandiger Bewegungsspektren (z.B. Bewegungs- 
response des Objektes in Abhangigkeit von der Frequenz 
rotierender elektrischer Felder im Mikrof eidkaf ig) zu erfassen, 
ist es gemaS einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erfindung 
zweckmaSig , den Steuerrechner 111 mit einem Hochf requenz- 
generator 112 zu verbinden. Die Generatorausgangss ignale des 
Hochf requenzgenerators 112 sind zur Ansteuerung der Elektroden 
der Mikroelektrodenanordnung 12 vorgesehen. Zur Gewinnung 
vollstandiger Spektren wird die Frequenz, Amplitude und/oder 
Phasenlage der Generatorausgangssignale durch den Steuer- 
rechner 111 in Abhangigkeit von den erfafeten Bewegungsmerk- 
malen des beobachteten Objekts variiert. 

Die Implementierung des erf indungsgemafeen Verfahrens mit einer 
Vorrichtung gemaS Fig. 1 erfolgt derart, da£ das Objekt 11 auf 
dem Monitor 17 vergrofeert dargestellt und das Det ektormittel 
zur Erfassung eines Teilbereichs des Objekts auf dem Bild- 
schirm installiert wird. Bei geeigneter Ansteuerung der Mikro- 
anordnung setzt sich das Objekt 11 in Rotation. Durch den 
Vorbeitritt des Objekts an dem vom Detektormittel erfaSten 
Teilbereich werden aufgrund von Kontrastschwankungen auf der 
Ob j ektoberf lache Helligkeitsunterschiede erf a£t . Dem- 
entsprechend zeigen die elektrischen Detektorsignale eine 
Zeitabhangigkeit , die charakterist isch fur die Zeit abhangigkeit 
der periodischen Ob j ektbewegung ist. Die Detektorsignale 
werden digitalisiert , gegebenenf alls zwischengespeichert und 
einer Auswertungsanalyse unterzogen. Die Auswertungsanalyse 
umfaSt eine Fourier-Analyse und/oder eine Autokorrelat ions - 
analyse . 

Fig. 2 zeigt zwei Abbildungen einer mikroskopisch vergroSerten 
Zelle 21 mit erf indungsgemaS angebrachten Photoelementen 22, 

23 und 24 des De tektormittels . Gema£ der oberen Abbildung (A) 
sind zwei Metephotoelemente 22, 23 angebracht, die jeweils ein 
Teilbereich der Zelle 21 erfassen. Das Ref erenz - Photoelement 

24 ist neben dem Zellbild angebracht und dient der Erfassung 
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des Hintergrundrauschens. Zeigt das abgebildete Objekt wie die 
Zelle 21 nur geringe Strukturen (kleine Helligkeits- 
unterschiede, geringer Kontrast bzw. geringe Brechungs- 
unterschiede) so wird erf indungsgemaS eine Bildkontrastierung 
vorgenommen . Die Bildkontrastierung kann auf optischem Weg 
durch Veranderung der Obj ektbeleuchtung am Mikroskop oder auf 
elektronischem Weg durch eine Signalkontrast ierung nach 
elektronischer Videosignalbearbeitung erzielt werden. 

Alternativ zur vergrogerten Abbildung des zu beobachtenden 
Objekts bei Beleuchtung im Auflicht gemaJS Fig. 2 kann 
erf indungsgemaE die Erfassung der Ob j ektbewegung durch 
Detektion der Autof luoreszenz (Eigenf luoreszenz ) des Objekts 
erfolgen. Hierzu wird das Objekt im Feldkafig mit Anregungs- 
licht geeigneter Wellenlange zur Fluoreszenz angeregt . Die 
Detektion erfolgt durch einen geeigneten Filter zur Abtrennung 
des Anregungslichts . Da die Fluoreszenzeigenschaf ten (ins- 
besondere Fluoreszenzintensitat ) sensibel auf Strukturande - 
rungen reagieren, besitzen die meisten untersuchten Objekte 
mit geeigneten Strukturen ( insbesondere biologische Zellen 
oder Zellbestandteile) eine iiber die Obj ekt abbildung verteilt 
inhomogene Fluoreszenz, so daB durch Erfassung eines Teilbilds 
des mikroskopisch vergroEerten Objekts Helligkeitsunterschiede 
erfaftt werden konnen, deren Periodizitat der Zei tabhangigkeit 
der Obj ektbewegung entspricht . Diese Verf ahrensweise besitzt 
den besonderen Vorteil, daE die zu untersuchenden Objekte 
keiner Vorbehandlung , insbesondere keiner Fluoreszenzmarkierunc 
durch Einfarbung, unterzogen werden miissen. 

Das untere Bild (B) von Fig. 2 zeigt die Wirkung einer 
elektronischen Signalkontrastierung an der Zelle 21 gemate 
Bild A. Es ist erkennbar, daS die Helligkeitsunterschiede auf 
dem Objektabbild vergroiSert und somit groJSere Detektorsignal- 
amplituden erzielbar sind. Die Signalkontrastierung kann auch 
im Falle einer Fluoreszenzmessung vorgesehen sein. 
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In den Figuren 3, 4, 5 und 7 sind erf indungsgemaE gewonnene 
Detektorsignale und ihre Bearbeitung dargestellt. Dabei zeigen 
jeweils die Kurvenverlaufe a die Zeitabhangigkeit des Detektor- 
signals (Spannungs- oder Stromverlauf eines Photoelement - 
signals) , b die Fourier-Transf ormierte (Amplitude in Abhangig- 
keit von der Zeit) des Detektorsignais gemaS a und c die 
Autokorrelat ionsf unktion (relative Einheiten in Abhangigkei t 
von der Zeit des Detektorsignais gemaS a. 

Fig. 3 illustriert die Messung an einem gut kontrast ierten 
Objekt (kunstiicher dielekt rischer Korper) . Die tatsachliche 
Rotat ionsgeschwindigkeit lag bei 2 U/s. Das Detektorsignal a 
unterliegt periodischen Schwankungen, die der Obj ektrotat ion 
entsprechen. Die Fourier-Transf ormierte b liefert eine maximale 
Amplitude bei der Rotat ionsf requenz und geringere Beitrage 
bei den hoheren Harmonischen (4 bzw. 6 Hz) . Die Autokorre- 
lat ionsf unktion c, die eine Faltung des Detektorsignais a mit 
sicht selbst unter Einbeziehung einer vorbestimmten Verzoge- 
rungsszeit darstellt, besitzt entsprechende Maxima bei den 
Vielfachen der Periodendauer . Die Signalanalysen b bzw. c 
liefern Werte fur die Periodendauer von T = 0.502 s bzw. 
T = 0.501 s. Die Abweichung liegt somit unterhalb von 2% in 
Bezug auf den erwarteten Wert 0.5 s. Diese hohe Genauigkeit 
der Bewegungserf assung stellt einen entscheidenden Vorteil dar . 

Die Figuren 4 und 5 zeigen entsprechende Messungen an einem 
Lymphozyten (Durchmesser 15 /im) bzw. einem Pollenkorn von 
Corylus Avellana. 

Es ist erf indungsgemafi mdglich, ausschliefelich die Fourier- 
Analyse oder ausschlieSlich die Autokorrelat ions -Analyse durch- 
zufiihren. Zur Erhohung der Metegenauigkeit wird jedoch eine 
Kombination von beiden analytischen Verfahren bevorzugt . 

Falls das Detektormittel mehrere Photoelemente umfaSt, die 
jeweils einen anderen Teilbereich des beobachteten Objekts 
aufnehmen, kann zusatzlich zur Erfassung der Periodendauer 
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auch die Bewegungsrichtung ermittelt werden. Hierzu werden 
eine erste und eine zweite Autokorrelat ions -Analyse entspre- 
chend fur die ersten und zweiten Photoelemente durchgefiihrt 
und die Phasenverschiebung zwischen den Autocorrelations - 
signalen erf aEt . Das Photoelement mit dem voranlauf enden 
Autokorrelationssignal liegt dabei in Bewegungsrichtung vor 
dem anderen Photoelement. 

Wie in Bezug auf die Rotation beschrieben, kann analog die 
Periodendauer und Auslenkung bei translatorischen 
Oszillationen erfaSt werden. 

Fig. 6 zeigt ein Beispiel einer automat ischen Spektrenerf assung 
(durchgezogene Linie 61) im Vergleich mit einer diskreten, 
visuellen Beobachtung (gepunktete Linie 62) mit einer 
Stoppuhr-Zeitmessung . Das Rotat ionsspektrum einer lebenden 
Zelle (Rotation = Im (fern) = Imaginarteil des Clausius- 
Moscott i-Faktors s als Funktion des Logarithmus der Feld- 
frequenz zeigt die Anwendbarkei t der Erfindung iiber einen 
weiten Frequenzbereich und eine gute Ubereinst immung der 
visuellen Beobachtung . 

Fig. 7 illustriert eine weitere Messung an einem kunstlichen 
dielektrischen Korper. Das Detektorsignal a wurde mit einem 
Photoelement auf der Monitorf lache erf aSt . Das Objekt wurde 
mit einer im Vergleich zu Fig. 3 wesentlich hoheren Geschwind- 
digkeit gedreht . Die tatsachliche Rotat ionsgeschwindigkeit lag 
bei rd. 12.8 U/s, was einer Bewegungsperiode von T von 
rd. 0.07825 s entspricht . Das Signal des Photoelement s wurde 
wahrend einer MeSzeit von 20 s mit einer Mefifrequenz von 
171 Messungen/s aufgenommen. Die Fourier-Transf ormierte b 
ergibt eine Periodendauer T FFT = 0.078245 s, was einem 
relativen Fehler gegeniiber der tatsachlichen Drehgeschwindig- 
keit unterhalb von 0.01% entspricht. Dem Spektrenver lauf b ist 
ferner die Bildwiederholf requenz des Monitors (60 Hz) ent- 
nehmbar . 
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Ein besonderer Vorteil der Erfindung beruht in der 
Kombinierbarkeit der Bewegungserf assung mit anderen 
Autokorrelationsmessungen . So besteht eine bevorzugte 
Verwendung der Erfindung in der Kombination mit optischen 
Autokorrelationsmessungen, insbesondere mit der Fluoreszenz- 
Korrelations-Spektroskopie (FCS) . Hierzu zahlen beispielsweise 
FCS - MeSanordnungen mit einer confokal angeordneten Lochblende 
(WO 94/16313), mit einer laserinduzierten Zwei-Photonen-FCS 
(EP-A 0 762 114, US-A-5 034 613) oder mit einer nahfeld- 
mikroskopischen Anordnung, mit der stof f spezif ische Parameter 
eines oder mehrerer Molekiile mittels Korrelat ionsspektroskopie 
ermittelt werden (WO 96/13744) . 

Die Erfindung kann jedoch mit Vorteil auch bei beliebigen 
anderen confokalen MeBanordnungen angewendet werden. 
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PATENTANS PRUCHE 

1. Verfahren zur Bewegungserf assung eines Mikroobjekts (11), 
das sich zumindest zeitweilig periodisch in einem Mikrofeld- 
kafig einer Mikroelektrodenanordnung (12) bewegt , wobei mit 
einem Mikroskop eine vergroSerte Abbildung des Objekts auf 
mindestens ein Detektormi t tel (18) derart erfolgt, daS das 
Detektormittel einen Teilbereich des Objekts erfaEt, und wobei 
ein Detektorsignal des Detektormit tels uber den Zeitraum einer 
Mehrzahl von Bewegungsperioden des Objekts auf genommen und 
einer Fourier-Analyse und/oder einer Korrelationsanalyse 
unterzogen wird. 

2. Verfahren gemaS Anspruch 1, bei dem zur Obj ektabbildung das 
zu beobachtende Objekt mit einem optischen System auf das 
Detektormittel abgebildet wird. 

3. Verfahren gema£ Anspruch 2, bei dem die Abbildung derart 
erfolgt, da£ das Detektormittel einen Teilbereich des Objekts 
erf a&t . 

4. Verfahren gema£ Anspruch 3, bei dem der Teilbereich weniger 
als 50% der abgebildeten Ob j ektoberf lache umf aSt . 

5. Verfahren gemaS einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem 
die Obj ektabbildung unter Verwendung eines Mikroskops , eines 
Videosystems und eines Anzeigemoni tors erfolgt, wobei das 
Detektormittel mindestens ein Photoelement umfaSt, das auf der 
Bildschirmf lache des Monitors in einem Teilbereich des 
abgebildeten Objekts angebracht wird. 
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6. Verfahren gemaS Anspruch 5, bei dem mindestens zwei Photo- 
elemente mit Abstand im Bereich des abgebildeten Objekts 
vorgesehen sind und die Phasenverschiebung zwischen den 
Korrelationssignalen erfaSt wird, die aus den Detektorsignalen 
der Photoelemente ermittelt sind. 

7. Verfahren gemaS einem der Anspriiche 1 bis 4, bei dem zur 
Objektabbildung ein Teilbereich des Objekts auf ein Detektor- 
mittel abgebildet wird, das im Strahlengang eines Mikroskops 
vorgesehen ist. 

8. Verfahren gema£ einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem 
die beobachteten Objekte suspendierte Mikropartikel in 
elektrischen Hochf requenz -Feldkaf igen sind. 

9. Verfahren gemaS einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem 
simuitan zur Bewegungserf assung eine korrelationsspektros- 
kopische Messung erf olgt . 

10. Verfahren gemaS einem der vorhergehenden Anspriiche, bei 
dem zur Objektabbildung das Objekt im Mikrof eldkaf ig mit 
Anregungslicht bestrahlt wird und das Detektormit tel zur 
Erf assung der Eigenf luoreszenz des Objekts eingerichtet ist. 

11. Verfahren gemaS einem der vorhergehenden Anspriiche, bei 
dem das Objekt durch eine biologische Zelle oder Zellbestand- 
teile oder durch einen dielektrischen Korper gebildet wird. 

12. Vorrichtung zur Bewegungserf assung eines Mikroobj ekts 

(11) in einem Mikrof eldkaf ig einer Mikroelektrodenanordnung 

(12) , mit einem Mikroskop (13) zur Erzeugung einer Objekt- 
abbildung, Detektormitteln (18) zur Erfassung eines Teil- 
bereichs des Objekts und Signalbearbeitungs - und Rechenmitteln 
zur Bearbeitung der Signale der Detektormittel mit einer 
Fourier-Analyse und/oder einer Korrelat ionsanalyse . 
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13. Vorrichtung gemafi Anspruch 12, bei der als Abbildungsmittel 
ein Lichtmikroskop, ein Videosystem und ein Monitor vor- 
gesehen sind, auf dessen Bildschirmf lache das Detektormittel 
angebracht ist, das aus mindestens einem Photoelement besteht . 

14. Vorrichtung gemafi Anspruch 12, bei dem als Abbildungs- 
mittel ein Lichtmikroskop vorgesehen ist, in dessen strahlen- 
gang das Detektormittel angebracht ist. 

15. Vorrichtung gemaS Anspruch 13 oder 14, bei dem das 
Detektormittel dazu eingerichtet ist, einen Teilbereich des 
Objektes zu erfassen und ein Detektorsignal bereitzustellen, 
dessen Zeitabhangigkeit charakteristisch fur die Zeitabhangig- 
keit der Obj ektbewegung ist. 



ne 



16. Vorrichtung gema£ einem der Anspriiche 12 bis 15, die ei 
Mikroelektrodenanordnung enthalt, die zur Manipulierung 
mikroskopischer kleiner Objekte unter Wirkung von Hoch- 
frequenzfeldern und zur optisch-mikroskopischen Beobachtung 
eingerichtet ist. 

17. Vorrichtung gemaS einem der Anspriiche 12 bis 16, die eine 
MeiSanordnung zur Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie enthalt 
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